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I. EINLEITUNG 
Die Hauptfunktion reifer Erythrozyten ist es, den Sauerstoff im Körper zum 
Gewebe zu transportieren (OLVER et al., 2010). Um diesen Sauerstofftransport 
ausreichend zu ermöglichen, ist eine adäquate Erythropoese essenziell (OLVER et 
al., 2010). Die Retikulozytenzählung ist ein wichtiger Bestandteil der Beurteilung 
der Erythrozytenregeneration (HEILMEYER & WESTHÄUSER, 1932). In den 
1940er Jahren wurde die mikroskopische Zählung der angefärbten Retikulozyten 
als Standardmethode zur Beurteilung der Erythropoese entwickelt (RILEY et al., 
2001; PIVA et al., 2010). Mittlerweile werden für die Retikulozytenzählung in der 
Humanmedizin, und zunehmend mehr in der Veterinärmedizin, vollautomatische 
Blutanalysegeräte eingesetzt (RILEY et al., 2001). 
Auch beim Tier spielt die Retikulozytendiagnostik eine immer wichtigere Rolle 
bei der Differenzierung von Anämien (FUCHS & EDER, 1991; TVEDTEN, 
2010). Die für menschliches Blut entwickelten Blutanalysegeräte wurden zu 
diesem Zweck für den veterinärmedizinischen Gebrauch angepasst (MORITZ et 
al., 2004). Ein Methodenvergleich zwischen manueller Retikulozytenzählung und 
Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) ist beim 
Kaninchen in der Literatur bisher nicht beschrieben. Mögliche Unterschiede in 
Bezug auf verschiedene Antikoagulantia wurden beim Kaninchen bisher ebenfalls 
nicht untersucht. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Beurteilung der Verwendbarkeit 
des Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) für die 
Retikulozytenzählung beim Kaninchen im Vergleich mit der manuellen Zählung. 
Zudem wurde der Einfluss verschiedener Antikoagulantia untersucht und die 
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse und die Korrelationen zwischen den 
Methoden bestimmt. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 
1.  Erythropoese  
Das griechische Wort „Poesis“ bedeutet „hervorbringen“. Erythropoese ist die 
Bildung der Erythrozyten (PSCHYREMBEL, 2014). Dabei handelt es sich um die 
proliferative und progressive Differenzierung der hämatologischen Stammzellen 
in hämoglobinhaltige, rote Blutkörperchen (OLVER, 2010).  
 
1.1.  Ablauf der Erythropoese 
Die Steuerung der Erythropoese erfolgt über den zellulären Sauerstoffgehalt 
(GEMINARD et al., 2002; BRUCE, 2010; OLVER, 2010). Im Knochenmark 
entwickeln sich aus den multipotenten, hämatopoetischen Stammzellen 
sogenannte Progenitorzellen, die sich anschließend weiter zu Vorläuferzellen 
differenzieren. Aus diesen entstehen Proerythroblasten mit tief basophilem 
Zytoplasma und runden, zentral lokalisierten Zellkernen. Diese Zellen sind die 
frühste Form, die morphologisch der Erythropoese zugeordnet werden können. 
Die Proerythroblasten entwickeln sich anschließend über vier Mitosen erst zu 
Makroblasten, dann zu basophilen Normoblasten, aus denen polychromatische 
Normoblasten hervorgehen, und schließlich zu oxyphilen Normoblasten 
(GEMINARD et al., 2002; BRUCE, 2010; OLVER, 2010). Während der 
Differenzierung von Makroblasten zu oxyphilen Normoblasten kommt es zu einer 
stetigen Zunahme des Hämoglobingehalts und zunehmender Kondensation des 
Kernchromatins in der Zelle (OLVER, 2010). Durch Ausstoßung des Zellkerns 
werden aus oxyphilen Normoblasten Retikulozyten. Die ausgestoßenen Zellkerne 
werden von Knochenmarksmakrophagen phagozytiert (OLVER, 2010). Die 
juvenilen Retikulozyten enthalten nun nur noch einen Rest Mitochondrien, 
Golgimembranen, Ribosomen und Mikrotubuli (STEINBERG & OLVER, 2005). 
Sie verlassen das Knochenmark und gelangen in das periphere Blut (OLVER, 
2010). Innerhalb von drei bis vier Tagen reifen die Retikulozyten dort zu 
Erythrozyten heran (CHRISTIAN, 2010). 
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1.2.  Lebensdauer von Erythrozyten  
Je nach Tierart werden unterschiedliche Überlebenszeiten für Erythrozyten 
angegeben (siehe Tab. 1 und 2). 
 
1.2.1.  Lebensdauer von Erythrozyten bei verschiedenen Haussäugetieren 
Die medulläre Erythropoese ist ein regulierter Vorgang, bei dem die Produktion 
der Destruktion der Erythrozyten angepasst wird (PSCHYREMBEL, 2014). Die 
Erythrozytenüberlebenszeit korreliert positiv mit der Lebensspanne der 
verschiedenen Tierarten und deren Körpergewicht (CHRISTAN, 2010). Bei 
großen Tierarten mit langer Lebenserwartung ist auch die 
Erythrozytenüberlebenszeit größer, während dies bei kleineren Tieren genau 
umgekehrt ist. Es wird vermutet, dass kleine Tierarten mit kürzeren 
Lebenserwartungen auf Grund des gesteigerten Sauerstoffmetabolismus häufiger 
oxidative Schäden an den Zellen entwickeln. Dadurch fällt die 
Erythrozytenüberlebenszeit geringer aus (CHRISTIAN, 2010). 
Tierartlich unterschiedlich ist eine maximale Lebensdauer der Erythrozyten 
zwischen 50 - 115 Tagen beschrieben (siehe Tab. 1) (VACHA, 1983). Die 
durchschnittlichen Überlebenszeiten variieren zwischen 43 und 100 Tagen (siehe 
Tab. 1). Beim Hund kommt es laut VACHA (1983) täglich zu einem 
physiologischen Abbau von 0,25 % der alten Erythrozyten. Bei der Katze werden 
physiologisch 0,14 % der Erythrozyten am Tag abgebaut. Bei Maus (0,65 %) und 
Goldhamster (1,24 %) ist die Zahl der täglich abgebauten Erythrozyten sogar noch 
höher (VACHA, 1983).  
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Tab. 1. Durchschnittliche und maximale Erythrozytenüberlebenszeit bei 
verschiedenen Tierarten in Tagen (d) 
Autor, Jahr Tierart Durchschnittliche 
Erythrozyten-
überlebenszeit (d) 
Maximale 
Erythrozyten-
überlebenszeit (d) 
BROWN & 
EADIE, 1953 
Hund 107 - 
VACHA, 1983 Hund 100 115 
 Katze 68,4 - 
 Goldhamster 50 78 
 Maus 43 51 
CHRISTIAN, 
2010 
Hund 100 – 115 - 
 Katze 73 - 
 Pferd 140 – 145 - 
 Rind 130 - 
 Ziege 115 - 
 Maus 43 - 
 
1.2.2.  Lebensdauer von Erythrozyten bei Kaninchen 
Die Erythrozytenüberlebenszeit bei Kaninchen wird, je nach Autor, zwischen acht 
und 80 Tagen angegeben (siehe Tab. 2). Laut VACHA (1983) werden bei 
Kaninchen physiologisch täglich ca. 0,5 % der Erythrozyten abgebaut und laut 
BURWELL und Mitarbeitern (1953) bis zu 2,75 % täglich neu gebildet. Bei 
Kaninchen werden also entsprechend täglich mehr Erythrozyten abgebaut als bei 
Hunden und Katzen aber weniger als bei Kleinnagern, wie Mäusen (VACHA, 
1983). 
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Tab. 2. Durchschnittliche und maximale Erythrozytenüberlebenszeit bei 
Kaninchen in Tagen (d) 
Autor, Jahr Durchschnittliche 
Erythrozytenüberlebenszeit 
(d) 
Maximale 
Erythrozytenüberlebenszeit 
(d) 
NEUBERGER 
& NIVEN, 
1951 
61 66 – 68 
BURWELL et 
al., 1953 
45 – 50 80 
WRIGHT et al., 
1955 
65 – 69 - 
MARVIN & 
LUCY, 1957 
68 - 
MC LAUGLIN 
& FISH, 1974 
57 – 67 - 
VÖMEL & 
PLATT, 1981 
- 75 
VACHA, 1983 57 67 
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2.  Retikulozyten 
Retikulozyten sind junge Erythrozyten, die in der Entwicklung zwischen 
Normoblasten und reifen Erythrozyten stehen (PSCHYREMBEL, 2014). Den 
Name erhielten sie auf Grund ihres netzähnlichen Musters, das sich nach dem 
Anfärben des Ribonukleinproteins der Ribosomen durch Präzipitation bildet 
(BRECHER, 1949; EDER & FRITSCHE, 1989). Basische Farbstoffe, wie 
Brillantkresylblau oder Neumethylenblau, führen zur Ausfällung der sonst diffus 
in der Zelle verteilten Ribonukleinsäure (RNS), der sogenannten Substantia 
granulofilamentosa. Die gebildeten Konglomerate sind als unterschiedlich dichte, 
netzartige Strukturen erkennbar (BRECHER, 1949; EDER & FRITSCHE, 1989). 
 
2.1.  Retikulozytenreifung 
Zur Kernausstoßung kommt es, wenn die Konzentration der retikulozytären 15-
Lipoxygenase (15-LOX) in der Zelle ausreichend hoch ist (GEMINARD et al., 
2002). Bei der Ausstoßung des Zellkernes verschwinden sowohl das 
endoplasmatische Retikulum als auch der Golgi-Apparat durch 
Organelldegeneration aus den Normoblasten. Die Mitochondrien sind die letzten 
noch verbleibenden Zellorganellen. Mit Aktivierung der 15-LOX setzt jedoch 
auch die mitochondriale Degeneration ein. Nach dem die Retikulozyten aus dem 
Knochenmark im peripheren Blut angekommen sind, werden weitere 20 – 30 % 
des bereits entstandenen Hämoglobins gebildet. Tierartlich unterschiedlich kommt 
es innerhalb von drei bis vier Tagen zur Ausreifung der Retikulozyten zu 
Erythrozyten (CHRISTIAN, 2010). In dieser Zeit nimmt das Zellvolumen immer 
mehr ab, während die Zelldichte ansteigt (GEMINARD et al., 2002).  
Beim Hund dauert die Erythrozytenreifung 24 Stunden (CHRISTIAN, 2010). Bei 
der Katze reifen die juvenilen aggregierten Retikulozyten innerhalb von zwölf 
Stunden zu punktierten Retikulozyten aus, die anschließend zwölf bis 21 Tage im 
peripheren Blut zirkulieren (ALSAKER et al., 1977; WEISER & KOCIBA, 
1982). Beim Pferd treten Retikulozyten nur selten und nur bei hochregenerativen 
Anämien im peripheren Blut auf (WEISS & MORITZ, 2003; CHRISTIAN, 
2010). 
 
II. LITERATURÜBERSICHT  8 
 
2.1.1.  Retikulozytenreifungstypen 
Die Gesamtmenge an Retikulozyten in der peripheren Blutbahn ist 
tierartspezifisch unterschiedlich und zusätzlich vom Gesundheitszustand abhängig 
(CHRISTIAN, 2010). Tierarten, die auch im gesunden Zustand Retikulozyten im 
Blut aufweisen, sind unter anderem Hunde, Katzen, Nagetiere und Kaninchen 
(OLVER, 2010). Anhand der tierartlich unterschiedlichen 
Retikulozytenreifungsstadien kann man drei verschiedene Reifungstypen 
unterteilen. Es gibt den medullären und den humoralen Reifungstyp sowie eine 
Mischform (WIEMER, 1986). 
 
2.1.1.1. Medullärer Reifungstyp 
Das Wort „medullär“ stammt vom lateinischen Wort „medullaris“ ab und 
bedeutet „im Mark befindlich“ (DUDEN, 2017). Bei diesem Typ erfolgt die 
Ausreifung der Retikulozyten also bereits im Knochenmark. Pferde und 
Wiederkäuer (Rind, Schaf und Ziege) sind diesem Ausreifungstyp zugehörig 
(WIEMER, 1986; FUCHS & EDER, 1991). Bei diesen Tierarten treten 
Retikulozyten, wenn überhaupt, nur in Phasen der Regeneration im Blut auf 
(OLVER, 2010). Bei all diesen Tierarten ist die Konzentration der Substantia 
granulofilamentosa in den Retikulozyten im peripheren Blut nur sehr gering 
(WIEMER, 1986). WIEMER (1986) stellte in seiner Studie fest, dass die 
Retikulozytenzahl im peripheren Blut mit der Reifegradverteilung korreliert. Dies 
bedeutet, dass bei Tierarten mit physiologisch geringer Retikulozytenzahl im 
peripheren Blut v. a. ältere Reifungsstadien, also Retikulozyten mit geringer 
Menge an Substantia granulofilamentosa, zu finden sind (WIEMER, 1986).  
 
2.1.1.2. Humoraler Reifungstyp 
Das Wort „humoral“ stammt vom lateinischen Wort „humores“ ab und bedeutet 
„eine Körperflüssigkeit betreffend“ (DUDEN, 2017). Bei diesem Typ erfolgt die 
Ausreifung der Retikulozyten zum größten Teil im peripheren Blut. Tierarten, die 
diesem Ausreifungstyp angehören, weisen die meisten juvenilen Retikulozyten 
und, in Korrelation hierzu, auch insgesamt physiologisch die meisten 
Retikulozyten im Blut auf (WIEMER, 1986; FUCHS & EDER, 1991). WIEMER 
(1986) ordnete in seiner Studie Kaninchen und Nagetiere dieser Gruppe zu. 
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Zusätzlich nimmt er in dieser Gruppe nochmals tierartliche Abstufungen vor. So 
haben Kaninchen die meisten juvenilen Retikulozyten im Blut, gefolgt von der 
Ratte und der Maus. Das Meerschweinchen weist in dieser Gruppe die wenigsten 
juvenilen Retikulozyten im peripheren Blut auf (WIEMER, 1986). 
 
2.1.1.3. Mischform  
Zum gemischten Ausreifungstyp werden Hunde, Schweine und  Menschen 
gezählt (WIEMER, 1986; FUCHS & EDER, 1991). Bei ihnen verbringen die 
Retikulozyten zwei Drittel ihrer Reifungsdauer im Knochenmark und ein Drittel 
im peripheren Blut (WIEMER, 1986). 
 
2.1.2.  Retikulozytenreifegradverteilungen 
Der Grad der Ausreifung der Retikulozyten ist durch die Menge und die 
morphologischen Erscheinung der Substantia granulofilamentosa gekennzeichnet 
(HEILMEYER, 1931; WIEMER, 1986). HEILMEYER (1931) teilte die 
Retikulozyten beim Menschen in verschiedene Reifungsstadien ein. Er zählte 
1000 Erythrozyten im peripheren Blut und differenzierte die dabei auftretenden 
Retikulozyten in die Gruppen 0 – IV (siehe Tab. 3).  
Tab. 3. Einteilung der Retikulozyten nach Reifungsstadien in Gruppe 0 – IV nach 
HEILMEYER (1931), modifiziert nach GILMER und KOEPKE (1976) 
Gruppe Form Morphologie 
0 Normoblast kernhaltiger Erythrozyt im 
Knochenmark 
I Knäulform junge Retikulozyten, Retikulum als 
dichtes Netzwerk mit eingelagerten 
Granula in der Mitte der Erythrozyten 
II Netzform Auflockerung des Retikulums, 
netzartige Ausbreitung über die Zelle 
III unvollständige 
Netzform 
beginnende Auflösung der 
vitalfärbbaren Substanz, nur noch 
einzelne Bruchstücke vom 
ursprünglichen Netz vorhanden 
IV Ausreifungsform nur noch wenige verstreute Granula  
(mind. 2) 
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a b c d 
                    
Abb. 1 a - d. Kaninchenretikulozyten nach Reifungsstadien der Gruppe I – IV 
nach HEILMEYER (1931), modifiziert nach GILMER und KOEPKE (1976) (a. 
Gruppe I, b. Gruppe II, c. Gruppe III, d. Gruppe IV) (Brillantkresylblaufärbung, 
1000-fache Vergrößerung mit Öl)  
 
Bei Tieren machen Retikulozyten der Gruppe IV (Ausreifungsform) 
tierartspezifisch bis zu 60 Prozent der Retikulozyten im peripheren Blut aus, 
während weitere 30 Prozent auf die Gruppe III (unvollständig Netzform) entfallen 
(GILMER & KOEPKE, 1976). Retikulozyten der Gruppe I (Knäulform) und II 
(Netzform) sind nur in geringen Mengen vorhanden (HEILMEYER, 1931; 
GILMER & KOEPKE, 1976). Laut WIEMER (1986) sind die 
Reifegradverteilungen bei allen Tierarten unimodal, was bedeutet, dass die Kurve 
der Reifungsgruppen nur einen Gipfel hat. Diese Reifegradverteilung ist für jede 
Tierart charakteristisch und weist je nach Ausreifungstyp (medullär, humoral, 
Mischform) den Gipfel an einer anderen Stelle auf (WIEMER 1986).   
Kommt es auf Grund einer Anämie zu einer erhöhten Erythrozytenregeneration 
im Knochenmark, kann innerhalb der Gruppen I – IV eine deutliche Verschiebung 
von Retikulozyten der Gruppe IV (Ausreifungsform) in Richtung Gruppe I 
(Knäulform) registriert werden (HEILMEYER, 1931). Da es schneller zu einer 
Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten juveniler Retikulozyten kommt als 
zu einem Gesamtanstieg der Retikulozytenzahl, kann diese Verschiebung zur 
Beurteilung der erythropoetischen Aktivität herangezogen werden (FUCHS & 
EDER, 1991). HEILMEYER und WESTHÄUSER (1932) konnten anhand der 
Reifungsstadien außerdem nachweisen, dass Retikulozyten auch in vitro weiter 
reifen. Der RNS-Gehalt in den Retikulozyten nimmt entsprechend über 48 
Stunden weiter ab, bis nur noch Ausreifungsformen (Gruppe IV) vorhanden sind. 
Die Anzahl der Erythrozyten bleibt dabei konstant (HEILMEYER & 
WESTHÄUSER, 1932).  
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2.2.  Retikulozytenzahlen 
Nicht nur die Retikulozytenzahlen variieren je nach Tierart (siehe Abschnitt 2.2.1. 
und 2.2.2.), auch die Reifegradverteilungen unterscheiden sich (FUCHS & EDER; 
1991; CHRISTIAN, 2010). 
 
2.2.1.  Retikulozytenzahlen bei Hunden und Katzen 
 Im Allgemeinen kommen bei diesen Tierarten mehr ausgereifte, punktierte als 
nicht ausgereifte, aggregierte Retikulozytenformen vor (WIEMER, 1986; EDER 
& FUCHS, 1991). Bei Hunden sind im gesunden, nicht anämischen Zustand 
weniger als ein Prozent der aus dem Knochenmark austretenden Retikulozyten 
aggregiert (CHRISTIAN, 2010). Sie machen in ihrer Gesamtzahl weniger als 
80.000 Zellen pro Mikroliter aus (CHRISTIAN, 2010). Die maximale 
Gesamtretikulozytenzahl bei der gesunden Katze wird mit 60.000 Zellen pro 
Mikroliter angegeben (CHRISTIAN, 2010). Auch Katzen weisen physiologisch 
nur wenige, aggregierte Retikulozyten (≤ 0,4 %) im peripheren Blut auf, während 
punktierte Retikulozyten bis zu zehn Prozent der Erythrozyten ausmachen 
(WEISER & KOCIBA, 1982).  
 
Tab. 4. Angabe verschiedener Autoren zu Referenzbereichen der absoluten und 
relativen Retikulozytenzahlen bei Hunden und Katzen (
1
 = Mittelwert ± 
Standardabweichung, 
2 
=
 
95 % Perzentil,
 3
 = Robuste Methode; 
4
 = Hersteller 
Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland; 
5
 = Hersteller Abbott, Abbott 
Park, Illinois, U.S.A.) 
Autor, Jahr Verfahren Tierart absolute 
Retikulozyten-
zahl (G/L) 
relative 
Retikulozyten-
zahl (%) 
EVANS & 
FAGG, 1994 
manuell Hund 147 ± 53
1 
2,1 ± 0,9
1 
MORITZ et al., 
2004 
ADVIA 
120
4
 
Hund 10,9 – 110,92 0,1 – 1,52 
 ADVIA 
120
4
 
Katze 3,7 – 94, 12 0,1 – 1,22 
MEYER, 2005 ADVIA 
120
4
 
Katze 29,5 ± 1,23
1 
0,4 ± 1,23
1
 
WEISSERT, 
2011 
manuell Hund 0,0 – 103,83 0,0 – 1,43 
 ADVIA 
120
4
 
Hund 0,0 – 85,23 0,0 – 1,23 
 manuell Katze 0,0 – 58,23 0,0 – 0,73 
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Autor, Jahr Verfahren Tierart absolute 
Retikulozyten-
zahl (G/L) 
relative 
Retikulozyten-
zahl (%) 
WEISSERT, 
2011 
ADVIA 
120
4
 
Katze 0,0 – 45,43 0,0 – 0,53 
SCHÄFERS, 
2013 
Cell-Dyn 
3500
5 
Hund 0,0 – 1132 0,0 – 0,012 
 
2.2.2.  Retikulozytenzahlen bei Kaninchen 
Kaninchen werden, als gängige Labortiere, häufig in Studien verwendet, so auch 
bei dem Vergleich von Retikulozytenzahlen bei verschiedenen Tierarten 
(WIEMER, 1986; FUCHS & EDER, 1991). Die Bestimmung der 
Retikulozytenzahlen erfolgte dabei meist manuell mikroskopisch oder mit 
Analysegeräten (siehe Tab 5). Als Gerinnungshemmer wurde vor allem 
Ethyldiamintetraessigsäure (EDTA) verwendet (WIEMER, 1986, KABATA et 
al., 1991; WELLS et al., 1999). Sowohl WIEMER (1986) als auch FUCHS und 
EDER (1991) ordnen Kaninchen dem humoralen Reifungstypen zu. Laut FUCHS 
und EDER (1991) treten bei Kaninchen physiologischer Weise deutlich höhere 
Retikulozytenzahlen (Mittelwert: 179 G/l) auf als bei Hunden (Mittelwert: 45 G/l) 
und Schweinen (Mittelwert: 121 G/l). Die hohen Gesamtretikulozytenzahlen 
spiegeln sich auch in den Referenzbereichen anderer Studien wider 
(DETTWEILER, 2015; KAUFHOLD et al., 2016) (siehe Tab. 5).  
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Tab. 5. Angabe verschiedener Autoren zu Referenzbereichen der absoluten und 
relativen Retikulozytenzahlen beim Kaninchen (
1
 = Mittelwert ± 
Standardabweichung, 
2
 = 95 % Perzentil, 
3
 = Methode unbekannt; 
4
 = Hersteller 
Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland; 
5
 = Hersteller Sysmex 
Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) 
Autor, Jahr Verfahren absolute 
Retikulozyten-
zahl (G/L) 
relative 
Retikulozyten-
zahl (%) 
Tier-
zahl 
(n) 
CARD & 
VALBERG, 
1967 
manuell - 1,0 – 2,73 6 
ENGEL-
BRECHT & 
REMMELE, 
1969 
manuell - 2,6 – 4,73 5 
MC LAUGLIN 
& FISH, 1974 
manuell - 2,0 – 4,03 - 
FUCHS & 
EDER, 1991 
Sysmex  
R-1000
5
 
169,5 ± 58,5
1 
2,6 ± 1,0
1 
20 
KABATA et al., 
1991 
Sysmex  
R-1000
5
 
141,0 ± 23
1 
2,4 ± 0,4
1 
10 
 manuell - 2,8 ± 0,5
1 
10 
WELLS et al., 
1999 
Sysmex  
R-2000
5
 
156,6 ± 40
1 
- 87 
DETTWEILER, 
2015 
Sysmex 
XT2000iV
5
 
67,0 – 358,5 1,2 – 5,9 60 
 manuell 57,6 – 407,4 0,9 – 7,8 60 
KAUFHOLD et 
al., 2016 
ADVIA 
2120i
4
 
59,1 – 302,22 1,0 – 4,72 130 
 manuell 77,8 – 467,82 1,3 – 7,62 130 
 
WIEMER (1986) untersuchte die Reifegradverteilung der Retikulozyten beim 
Kaninchen mittels Vitalfluorochromierung. Dabei wurde mittels Mikroskop-
Photometer die relative Fluoreszenzintensität des gesamten vitalfluorchromierten 
Retikulozyten bestimmt. Unreife Retikulozyten mit dichtem Retikulum (Gruppe I) 
besaßen die höchste Fluoreszenzintensität. Von allen ausgewerteten Tierarten 
(Kaninchen, Nager, Hund, Schwein, Wiederkäuer) war die mittlere 
Fluoreszenzintensität der Retikulozyten bei Kaninchen am höchsten und somit 
auch deren Zahl der unreifen Retikulozyten  (WIEMER, 1986). Die Studie von 
KAUFHOLD und Mitarbeitern (2016) ergab bei Kaninchen ebenfalls ein 
verstärktes Auftreten von Retikulozyten der Gruppe I (22 %) und II (31 %) im 
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Vergleich mit Retikulozyten der Gruppe IV (13 %). ENGELBRECHT und 
REMMELE (1969) werteten die Retikulozytenzahlen von sechs Kaninchen aus 
und konnten ebenfalls hohe Retikulozytenzahlen für die Gruppe I (5 %) und die 
Gruppe II (31 %) bestätigen. Die ermittelte Halbwertszeit für die 
Retikulozytenreifung gaben sie in ihrer Studie mit 26 Stunden an. 
ENGELBRECHT und REMMELE (1969) schätzten die Gesamtreifungszeit vom 
Retikulozyt der Gruppe I (Knäulform) bis zum Erythrozyt auf 50 – 100 Stunden. 
Die Retikulozytenzahlen bei Kaninchen werden als nicht geschlechtsabhängig 
beschrieben (KABATA et al., 1991; DETTWEILER, 2015). WELLS und 
Mitarbeiter (1999) wiesen in ihrer Untersuchung an trächtigen und nichtträchtigen 
Kaninchen, bei trächtigen Kaninchen an Tag 16 allerdings eine fast doppelt so 
hohe Retikulozytenzahl wie bei nicht trächtigen Tieren nach.  
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3.  Retikulozytenzählung 
Die Geschichte der Retikulozytenzählung reicht bis in 19. Jahrhundert zurück 
(siehe Abschnitt 3.1.) und erfolgt, nach anfänglicher, manueller mikroskopischer 
Zählung, heute zumeist vollautomatisch mit Hilfe von Analysegeräten (siehe 
Abschnitt 3.2.). 
 
3.1.  Geschichte  
In den 1860er Jahren wurden von ERB (1965) zum ersten Mal Granula in den 
Erythrozyten von Mensch und Tier entdeckt. Dreißig Jahre später gelang es 
EHRLICH (1881) mit Hilfe von Methylenblau das Retikulum in den Zellen 
anzufärben. Diese angefärbten Zellen beschrieb er erstmals als Retikulozyten. 
EHRLICH (1881) hielt die Retikulozyten zunächst für eine progressive 
Koagulationsnekrose des Zellstromas. Ein Zusammenhang zwischen Anämien 
und dem Auftreten von Retikulozyten wurde erst von SMITH (1891) hergestellt. 
Vierzig Jahre später folgte dann die erste Beschreibung der unterschiedlichen 
Retikulozytenreifungsstadien im Blut (HEILMEYER, 1931). GILMER und 
KOEPKE definierten 1976, welche Retikulozytenreifungsstadien bei der 
manuellen Zählung berücksichtigt werden sollten (GILMER & KOEPKE, 1976). 
Seit 1993 gibt das International Council for Standardisation in Haematology 
(ICSH), früher National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 
Richtlinien, unter anderem zur Retikulozytenzählung, heraus. Diese Richtlinien 
enthalten Vorgaben zu Probenentnahme und Lagerung und zu Färbemethoden für 
die manuelle Retikulozytenzählung und die Durchflusszytometrie sowie Angaben 
zur Sensitivität und Spezifität für automatische Analysegeräte und 
Qualitätsmanagement (NCCLS, 2004). 
 
3.2.  Methodik  
Die Retikulozytenzählung kann in  unterschiedlicher Weise durchgeführt werden. 
Unterschieden wird zwischen der manuellen Zählmethode (siehe Abschnitt 
3.2.1.), die mittels Mikroskop durchgeführt wird, sowie der automatische 
Zählmethode (siehe Abschnitt 3.2.2.), für die ein Analysegerät benötigt wird. 
Beide Methoden haben ihre Vor- und Nachteile, die in den folgenden Abschnitten 
erläutert werden. 
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3.2.1.  Manuelle Retikulozytenzählung 
Das ICSH sieht die mikroskopische Zählung von Retikulozyten nach 
Supravitalfärbung als Standardzählmethode vor (NCCLS, 2004). 
 
3.2.1.1.  Retikulozytenfärbung 
Das Sichtbarmachen der RNS-Reste in den Retikulozyten erfolgt mittels 
„Supravitalfärbung“ (BRECHER, 1949). Bei dieser Art von Färbung werden 
lebende, unfixierte Zellen angefärbt, da sich die zu färbenden Bestandteile im 
fixierten Zustand nicht mehr anfärben lassen (NCCLS, 2004). Die Färbung wird 
mit Neumethylenblau (NMB) oder Brillantkresylblau (BKB) durchgeführt 
(NCCLS, 2004; CHRISTIAN, 2010). Dabei sorgt der basische Farbstoff für 
Präzipitationen der vorher diffus verteilten RNS-Reste. Dies führt zur Entstehung 
der typischen Netzform, die den Retikulozyten ihren Namen gibt (BRECHER, 
1949; CHRISTIAN, 2010; NEBE et al., 2010). Dem Reifegrad entsprechend 
werden so, je nach RNS-Konzentration, größere, zusammenhängende 
Verklumpungen (aggregierte Retikulozyten) oder zwei oder mehr punktierte 
Strukturen sichtbar (punktierte Retikulozyten) (CHRISTIAN, 2010). 
Das ICSH empfiehlt als Antikoagulantium der Wahl EDTA (NCCLS, 2004). Zu 
Li-Heparin und Citrat als Gerinnungshemmer liegen derzeit noch keine 
ausreichenden Studien für die Retikulozytenzählung vor (NCCLS, 2004; LIPPI et 
al., 2005).  
Nach den Richtlinien des ICSH sollte die EDTA-Blutprobe vor Beginn der 
Färbung zehn Mal schonend geschwenkt und dadurch gemischt werden (NCCLS, 
2004). Anschließend wird zu gleichen Teilen Probe und Färbelösung (NMB oder 
BKB) in ein Eppendorfgefäß geben, vermischt und 3 – 10 Minuten dort inkubiert. 
Enthält das Blut auf Grund einer Anämie weniger Erythrozyten, wird empfohlen, 
entsprechend des Hämatokrits, weniger Farbstoff zur Färbung zu verwenden. 
Nach der Inkubation wird der Inhalt erneut gut durchgemischt und ein Tropfen 
(10 µl) davon auf einem Objektträger ausgestrichen. Der Ausstrich soll zwei 
Drittel des Objektträgers bedecken und aus Korpus, Monolayer und Fahne 
bestehen. Das Trocknen erfolgt an der Luft (NCCLS, 2004). 
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3.2.1.2.  Durchführung  
Nach den Richtlinien des ICSH soll die Auszählung der Retikulozyten auf dem 
Objektträger unter dem Mikroskop in 1000-facher Vergrößerung mit 
Ölimmersionslösung erfolgen (NCCLS, 2004). Ausgezählt wird im Monolayer, 
dem Abschnitt des Ausstriches, in dem die Erythrozyten gleichmäßig verteilt sind 
und sich weder überlappen noch berühren. Das Präparat wird meanderförmig 
durchgesehen und der Anteil der Retikulozyten bei einer bestimmten Anzahl 
Erythrozyten gezählt. Die Anzahl gezählter Erythrozyten ist abhängig von der 
erwünschten Genauigkeit. Je geringer die Anzahl an Retikulozyten oder je höher 
die Präzision, desto mehr Erythrozyten sollten ausgezählt werden. Laut ICSH 
sollen jedoch mindestens 2000 Erythrozyten gezählt werden (NCCLS, 2004). 
Andere Autoren geben 1000 Erythrozyten als ausreichend an (GILMER & 
KOEPKE, 1976; BUTTARELLO et al., 2001; PIVA et al., 2010; BAUER et al., 
2012). Wird die manuelle Zählung zur initialen Kalibrierung von 
Blutanalysegeräten verwendet, müssen immer mindestens 2000 Zellen 
ausgewertet werden (NCCLS, 2004).  
Die relativen und absoluten Retikulozytenzahlen errechnen sich wie folgt 
(NCCLS, 2004):  
Retikulozyten (%) = 
Retikulozytenzahl
Erythrozytenzahl + Retikulozytenzahl 
 x 100 
Retikulozyten (x 10
9
/L) = RBC (x 10
12
/L) x Retikulozytenzahl (%) 
 
3.2.1.3. Vor- und Nachteile  
Die manuelle Zählung der Retikulozyten gilt nicht nur als Goldstandard 
(COWGILL et al., 2003; NCCLS, 2004), sondern ist laut ICSH außerdem zur 
Kalibrierung neuer Analysegeräte geeignet, für den Fall, dass kein bereits 
kalibriertes und validiertes, zweites Analysegeräte zur Verfügung steht. Zudem ist  
die Zählmethode relativ preiswert und ortsunabhängig, da lediglich ein geeignetes 
Mikroskop mit 100er Objektiv, sowie Färbereagenzien und geschultes Personal 
zur Zählung erforderlich sind (NEBE et al., 2010).  
Die Nachteile der manuellen Zählung liegen in der Ungenauigkeit, der mäßigen 
Wiederholbarkeit und der geringen Sensitivität (SCHIMENTI et al., 1992; 
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BUTTARELLO et al., 1996; NCCLS, 2004; NEBE et al., 2010). Laut NEBE und 
Mitarbeitern (2010) ist die Probenqualität ausschlaggebend für ein gutes Ergebnis 
Deshalb sollte die Blutprobe frisch und frei von Gerinnseln sein (NEBE et al., 
2010). Da es auch in vitro zu zeit- und temperaturabhängiger Reifung kommt, 
sollten die Proben sofort nach der Blutentnahme bearbeitet und die Retikulozyten 
ausgezählt werden (HEILMEYER & WESTHÄUSER, 1932; NCCLS, 2004). Bei 
ungekühlten Proben sollten die Retikulozytenzahlen innerhalb sechs Stunden nach 
Entnahme bestimmt werden. Bei gekühlten Proben (Lagerung bei 4 °C) ist eine 
Retikulozytenzählung auch noch bis 72 Stunden nach Blutentnahme möglich 
(NCCLS, 2004). Der Faktor Mensch führt, laut NEBE und Mitarbeitern (2010), 
zu den meisten Ungenauigkeiten bei der Auswertung. Laut PEEBLES & 
HOCHBERG (1981) sind individuelle Zählkriterien für die Unterschiede 
zwischen verschiedenen Untersuchern verantwortlich. Je nach Studie wurde für 
die manuellen Retikulozytenzählung entsprechend Variationskoeffizienten von 8 
– 50 % zwischen verschiedenen Untersuchern ermittelt (GILMER & KOEPKE, 
1976; SAVAGE et al., 1985; FERGUSON et al., 1990). Zählfehler durch den 
Untersucher selbst und andere Ursachen, wie zum Beispiel Müdigkeit, 
beeinflussen das Ergebnis ebenfalls (NCCLS, 2004; NEBE et al., 2010). 
Schlechte Ausstrichqualität und Färbeartefakte können auf Grund 
ungleichmäßiger Zellverteilung und Verunreinigungen von vorn herein zu 
schlechten Ausgangsbedingungen bei der Zählung führen (NCCLS, 2004; NEBE 
et al., 2010).  
 
3.2.2.  Automatische Retikulozytenzählung 
Die automatische Retikulozytenzählung mit Hilfe moderner Blutanalysegeräte ist 
mittlerweile in den meisten Laboren Standard. Wie die manuelle Zählung bringt 
auch die automatische Retikulozytenzählung Vor- und Nachteile mit sich (siehe 
Abschnitte 3.2.2.2. und 3.2.2.3.). 
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3.2.2.1. Durchführung  
Mittlerweile ist eine Vielzahl an unterschiedlichen Blutanalysegeräten auf dem 
Markt. Hierzu zählen unter anderem der Advia (Siemens Healthcare, Erlangen, 
Deutschland) und der Sysmex (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, 
Deutschland). Während beim Advia (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) die Retikulozytenbestimmung über Laserstreulicht, Absorption und 
Supravitalfärbung stattfindet, wird beim Sysmex (Sysmex Deutschland GmbH, 
Norderstedt, Deutschland) eine Impedanz- und Fluoreszenzmessung durchgeführt 
(SYSMEX DEUTSCHLAND GMBH, 2007; SIEMENS HEALTH CARE 
DIAGNOSTICS, 2010). Im Abschnitt 4 wird auf den ADVIA 2120i (Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) genauer eingegangen. 
 
3.2.2.2. Vor- und Nachteile  
Da die Blutanalysegeräte während einer Messung bis zu 50.000 Zellen auswerten 
können, ist die relative Retikulozytenzahl viel genauer als bei der manuellen 
Auswertung und somit auch die Präzision deutlich höher (HEIMPEL et al., 2010; 
SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010). Auch der Probendurchsatz 
ist mit bis zu 120 Proben in der Stunde höher, als er bei mikroskopischer Zählung 
möglich wäre, da zeitaufwändige Einzelarbeitsschritte wie Färben, Inkubieren, 
Ausstreichen und Zählen entfallen (SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 
2010). Es können also mehr Proben mit einer höheren Genauigkeit und mit 
weniger Personal in weniger Zeit analysiert werden, was am Ende auch zu einer 
Kostenreduktion führt (SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010).  
Jedoch ist auch die automatische Retikulozytenzählung von der Probenqualität 
abhängig (NCCLS, 2004). Auch hier sollte die Blutprobe frei von Gerinnseln und 
nicht älter als 72 Stunden sein. Beeinträchtigungen in der Retikulozytenmessung 
können durch Thrombozytenaggregate, Makrothrombozyten, basophile Tüpfelung 
der Erythrozyten, Heinz-Körperchen, Blutparasiten, Howell-Jolly-Körperchen, 
Normoblasten und Leukozytenfragmente entstehen (NCCLS, 2004). NEBE und 
Mitarbeiter (2010) diskutierten auch eine unterschiedliche Sensitivität bei der 
RNS-Erkennung bei verschiedenen Analysegeräten als Fehlerquelle. Durch 
unterschiedliche RNS-Affinitäten der Farbstoffe kann es vorkommen, dass sich 
auch andere RNS-haltige Zellen anfärben und nicht von Retikulozyten 
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unterscheiden lassen. Auch Kälteaggregate oder Hämolyse können die 
automatische Zählung stören (NEBE et al., 2010). Laut einer Studie von 
BUTTARELLO und Mitarbeitern (2001) können vorliegende Retikulozytosen 
oder -penien ebenfalls zu Problemen bei der Retikulozytenzählung führen. Bei 
einem Vergleich verschiedener Analysegeräte (Cell Dyn (Abbott, Santa Clara, 
Kalifornien); 4000 Vega Retic (ABX, Montpellier, Frankreich); Advia 120 
(Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland), Gen-S (Coulter-Beckman, Hialeah, 
Florida); SE 9500 Ret (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) 
stellten sie fest, dass bei niedrigen Retikulozytenzahlen falsch hohe Ergebnisse 
auftreten können und bei hohen Retikulozytenzahlen falsch niedrige Ergebnisse 
(BUTTARELLO et al., 2001). 
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4.  Advia 2120i 
Bei dem Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) 
handelt es sich um ein hochmodernes vollautomatisches Blutanalysegerät. 
Nachfolgend wird genauer auf das Messprinzip des Analysegerätes (siehe 
Abschnitt 4.1.) sowie auf die Messmethoden (siehe Abschnitte 4.3. und 4.4.) zur 
Bestimmung der Erythrozyten- und Retikulozytenzahl eingegangen.  
 
4.1.  Messprinzip 
SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS (2010) verwendet bei dem Advia 
2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) für die Ermittlung der 
Blutanalyseergebnisse unterschiedliche Messmethoden, die auf Laser-Optik und 
Absorption basieren. Hierbei kommt eine Laserdioden-Lichtquelle zum Einsatz. 
Mit deren Hilfe können über verschiedene Leuchtsignale und Winkelmessungen 
die Zellen kategorisiert werden. Die einzelnen Parameter, wie zum Beispiel die 
Erythrozytenzahl (siehe Abschnitt 4.2.) oder die Retikulozytenzahl (siehe 
Abschnitt 4.3.), werden wie nachfolgend eingehend beschrieben, in 
unterschiedlichen spezifischen Messkanälen analysiert. Pro Stunde können bis zu 
120 Blutproben gemessen und dabei komplette Blutbilder mit 
Differentialblutbildern erstellt werden. Auch die Zählung der Retikulozytenzahlen 
erfolgt automatisch. Der Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) besitzt für 21 Tierarten eine hochspezifische Multispeziessoftware 
(SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010). 
 
4.2.  Erythrozyten-Laser-Messkanal 
Zur Analyse der Erythrozytenzahlen verwendet SIEMENS HEALTH CARE 
DIAGNOSTICS (2010) eine Zweiwinkelstreulichtmessung. Dabei handelt es sich 
um ein optisches Verfahren der Zellzählung, bei dem ein hinzugegebenes Reagenz 
zur isovolumetrischen Aufkugelung der Erythrozyten und Thrombozyten führt 
(SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010). Das ADVIA 2120/2120i 
red blood cell-/platelet-Reagenz (RBC/PLT-Reagenz) enthält unter anderem 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) sowie Glutaraldehyd, was zur Veränderung der 
Oberflächenspannung der Zellen führt. Mit Hilfe der hydrodynamischen 
Fokussierung in der Durchflussküvette können die Zellen jeweils einzeln bei einer 
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Wellenlänge von 670 nm optisch gemessen werden. Die Vorwärtsleuchtsignale 
einer jeden Zelle werden in zwei verschiedenen Winkelbereichen, bestehend aus 
einem Niedrigwinkel von 2 – 3° und einem Hochwinkel von 5 – 15°, von 
lichtempfindlichen Detektoren aufgefangen. Die Lasermessungen sind 
proportional zur Zellgröße und zum Hämoglobingehalt (SIEMENS HEALTH 
CARE DIAGNOSTICS, 2010). Mit Hilfe der Mie-Theorie (HERGERT & 
WRIED, 2012) kann jeder Erythrozyt einzeln nach seinem Hämoglobingehalt und 
seinem Volumen typisiert und visuell in einem Diagramm, der sogenannten 
„MIE-Mappe“, dargestellt werden (siehe Abb. 2). Durch die „MIE-Mappe“ 
werden so morphologische Veränderungen der Erythrozyten sichtbar gemacht und 
können quantifiziert werden (HERGERT & WRIED, 2012).  
 
 
Abb. 2. Darstellung von Kaninchenrerythrozyten in der MIE-Mappe des Advia 
2120i (SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010) (x-Achse: 
Hämoglobinkonzentration, y-Achsen: Volumen der Erythrozyten) 
 
4.3.  Retikulozytenbestimmung 
Die Retikulozytenbestimmung erfolgt laut SIEMENS HEALTH CARE 
DIAGNOSTICS (2010) in zwei Schritten. Die Retikulozytenanalyse findet in der 
gleichen Flusszelle wie die Erythrozytenzählung statt. Die Zellen werden mittels 
Zweiwinkelstreulichtmessung bei einer Wellenlänge von 670 nm, nach 
isovolumetrischer Aufkugelung durch Reti-Reagenz, optisch gemessen. Bei dem 
sogenannten „Reti-Reagenz“ handelt es sich unter anderem um den Farbstoff 
Oxazin 750, der die Rest-RNS der Retikulozyten angefärbt. Das 
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Vorwärtsstreulicht aus dem Niedrigwinkel (2 – 3°) und dem Hochwinkel (5 – 15°) 
wird von jeder Zelle von lichtempfindlichen Detektoren aufgefangen. Zusätzlich 
wird die Absorption, die proportional zum RNS-Gehalt der Zellen ist, ermittelt. 
Alle Messergebnisse werden anschließend in ein sogenanntes „Retigramm“ 
(Scattergramm) projiziert (siehe Abb. 3). Mit Hilfe der MIE-Mappe kann jeder 
Retikulozyt einzeln nach seinem Hämoglobingehalt und seinem Volumen typisiert 
werden. Mittels der Kombination aus Streulicht, Hochwinkel und Absorption 
können Erythrozyten von Retikulozyten unterschieden werden. Eine 
Subklassifikation der Reifungsstadien, der Reifungsindex und spezifische 
Retikulozytenparameter, wie zum Beispiel der retikulozytäre Hämoglobingehalt 
(CHr), das mittlere korpuskuläre Retikulozytenvolumen (MCVr), die 
Retikulozytenverteilungsbreite (RDWr) und die mittlere 
Hämoglobinkonzentration der Retikulozyten (CHCMr) können so ebenfalls 
ermittelt werden. Der Reifungsindex gibt die Fraktion der unreifen, RNS-reichen 
Retikulozyten an. Mittels der gemessenen Absorption kann der Advia 2120i 
(Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) die Retikulozyten in drei 
verschiedene Reifungsstadien einteilen: geringgradig, mittelgradig und 
hochgradig absorbierende Retikulozyten (siehe Abb. 3) (SIEMENS HEALTH 
CARE DIAGNOSTICS, 2010).  
  
II. LITERATURÜBERSICHT  24 
 
 
Abb. 3. Darstellung von Kaninchenretikulozyten im Scattergramm des Advia 
2120i (SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010) (x-Achse: gemessene 
Absorption (= Reifegrade der Retikulozyten), y-Achse: Hochwinkel Streulicht (= 
Zellgröße)) 
 
Im Retikulozytenscattergramm befindet sich ganz links die Population reifer 
Erythrozyten. In den folgenden Abschnitten finden sich von links nach rechts erst 
Retikulozyten mit einer geringen und einer mittleren Absorption und zuletzt die 
juvenilsten Zellen mit der höchsten Absorption (siehe Abb. 3) (SIEMENS 
HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010). 
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5. Korrelationen verschiedener Messtechniken 
Eine Vergleichsmessung von Retikulozytenzahlen bei Kaninchen wurde bisher 
nur zwischen der Handzählung und dem Sysmex XT 2000IV (Sysmex 
Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) durchgeführt, aber keine 
Korrelationen berechnet (siehe Tab. 6) (DETTWEILER, 2015). 
Vergleichsmessungen mit dem Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) fehlen für Kaninchenblut bisher komplett.
Untersuchungen zu Hunde- und Katzenblut liegen für beide Analysegeräte vor 
(DUNKER, 2010; SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010; 
WEISSERT, 2011; BAUER et al., 2012). Sowohl der Advia 2120i (Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) als auch der Sysmex XT 2000IV 
(Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) sind für die 
Retikulozytenzählung bei Hund und Katze validiert und geeignet (DUNKER, 
2010; SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS, 2010; WEISSERT, 2011; 
BAUER et al., 2012).  
Die Messergebnisse der Retikulozytenzählung des Advia 120 (Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) korrelieren gut (rs = 0,90) mit den 
Ergebnissen der manuellen Retikulozytenzählung bei Hundeblut und mäßig (rs = 
0,71) mit denen bei Katzenblut (WEISSERT, 2011). Die Korrelationen 
verschiedener Retikulozytenmesstechniken bei Hundeblut sind insgesamt gut 
(siehe Tab. 6) (BAUER & MORITZ, 2008; MATHERS et al., 2008; DUNKER, 
2010; WEISSERT, 2011; BAUER et al., 2012). Für Blut von Kaninchen, Pferden 
und Rindern wurden zwar Vergleichsmessungen zwischen dem Advia120 
(Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) bzw. dem Sysmex XT 
2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) und der 
manuellen Zählung durchgeführt, jedoch wurde in den Studien kein 
Korrelationskoeffizient berechnet (HOLSTEG, 2002; DURA, 2005; 
DETTWEILER, 2015). Korrelationskoeffizienten aus verschiedenen Studien sind, 
soweit vorhanden, in der nachfolgenden Tabelle aufgeführt (siehe Tab. 6).  
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Tab. 6. Vergleich verschiedener Retikulozytenmesstechniken bei verschiedenen 
Tierarten (mit Korrelationskoeffizienten soweit verfügbar) (
1
 = Hersteller Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland; 
2
 = Hersteller Sysmex Deutschland 
GmbH, Norderstedt, Deutschland) 
Autor, Jahr Verfahren Tierart Korrelations-
koeffizient (r) 
HOLSTEG, 2002 Advia 120
1
 vs. manuell Rind nicht berechnet 
PÜSCH, 2002 Advia 120
1
 vs. manuell Ziege 0,92 
DURA, 2005 Advia 120
1
 vs. manuell Schwein 0,49 
 Advia 120
1
 vs. manuell Pferd nicht berechnet 
BAUER & 
MORITZ, 2008 
Advia 2120i
1
 vs. Advia 120
1 
Hund 0,98 
 Advia 2120i
1
 vs. Advia 120
1 
Katze 0,96 
MATHERS et al., 
2008 
Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
Advia 120
1 
Hund 0,95 
 Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
Advia 120
1 
Ratte 0,78 
 Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
Advia 120
1 
Maus 0,76 
DUNKER, 2010 Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
manuell 
Hund 0,86 
WEISSERT, 
2011 
Advia 120
1
 vs. manuell Hund 0,90 
 Advia 120
1
 vs. manuell Katze 0,71 
BAUER et al., 
2012 
Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
Advia 2120i
1 
Hund 0,93 
 Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
Advia 2120i
1 
Katze 0,70 
 Advia 2120i
1
 vs. manuell Hund 0,53 
 Advia 2120i
1
 vs. manuell Katze 0,53 
 Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
manuell 
Hund 0,63 
 Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
manuell 
Katze 0,56 
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Autor, Jahr Verfahren Tierart Korrelations-
koeffizient (r) 
DETTWEILER, 
2015 
Sysmex XT 2000iV
2
 vs. 
manuell 
Kaninchen nicht berechnet 
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6.  Antikoagulantia 
Für die Analyse der hämatologischen Parameter, wie z. B. den 
Retikulozytenzahlen, muss mit Hilfe von Antikoagulantia verhindert werden, dass 
das verwendete Vollblut gerinnt (NCCLS, 2004). Nachfolgend wird die 
Wirkungsweise von EDTA (siehe Abschnitt 6.1.) und Li-Heparin (siehe Abschnitt 
6.2.) beschrieben. 
 
6.1.  Ethyldiamintetraessigsäure  
Ethyldiamintetraessigsäure (EDTA) ist per Definition eine organische Säure, die 
mit Metallionen Chelate bildet (PSCHYREMBEL, 2014). EDTA wirkt auf die 
Blutgerinnungskaskade ein, indem es Kalzium-Ionen (Faktor IV) bindet, die dann 
nicht mehr für die Aktivierung der Faktoren II, VII, IX und X zur Verfügung 
stehen (HORN et al., 2005; KASPERS & GÖBEL, 2010). Die Säure wird 
regelmäßig als Antikoagulantium in vitro verwendet (PSCHYREMBEL, 2014). 
Laut Empfehlung des ICSH soll zur Bestimmung der Retikulozytenzahlen EDTA 
als Antikoagulantium verwendet werden, da die Eignung anderer Antikoagulantia, 
wie Heparin und Citrat, für die Retikulozytenzählung noch nicht ausreichend 
untersucht ist (NCCLS, 2004). Aus diesem Grund empfiehlt auch SIEMENS 
HEALTH CARE DIAGNOSTICS (2010) die Verwendung von EDTA als 
Gerinnungshemmer für die automatische Retikulozytenzählung mittels Advia 
(Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland). EDTA wurde bereits in 
verschieden Studien auch bei Kaninchenblut verwendet (FUCHS & EDER, 1991; 
WIEMER, 1986; DETTWEILER, 2015). 
 
6.2.  Lithium-Heparin 
PSCHYREMBEL (2014) definiert Lithium-(Li)-Heparin als 
gerinnungshemmendes Polymer aus D-Glukuronsäure und D-Glukosamin, das pro 
Struktureinheit mehrere Moleküle Schwefelsäure enthält. Die 
gerinnungshemmende Wirkung entfaltet es durch die Hemmung der Wirkung von 
Thrombin auf das Fibrinogen, indem es an das Antithrombin III bindet (HORN et 
al., 2005). Zusätzlich führt es zur Inaktivierung des Faktors X (HORN et al., 
2005; KASPERS & GÖBEL, 2010). Laut dem ICSH gibt es derzeit keine 
ausreichend aussagekräftigen Studien zur Eignung von Li-Heparin-Blutproben bei 
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der Retikulozytenzählung (NCCLS, 2004). Werden trotzdem mit Li-Heparin 
antikoagulierte Proben verwendet, muss vermehrt darauf geachtet werden, dass 
bei der Messung des roten Blutbildes keine Fehlermeldung oder Hinweise auf 
Aggregate vorliegen und die Retikulozytenzahl plausibel ist (NCCLS, 2004). 
HOLSTEG (2002) kommt in seiner Studie zu dem Entschluss, dass Li-Heparin 
bei Rinderblutproben auf Grund starker Aggregatbildung für den Einsatz am 
Advia (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) abzulehnen ist. 
Vermehrte Aggregatbildung bei Verwendung von Li-Heparin als 
Antikoagulantium stellten auch BAUER und Mitarbeiter (2012) bei Blutproben 
von Hunden und Katzen, DURA (2005) bei Blutproben von Schweinen und 
MEYER (2005) bei Blutproben von Katzen fest. Für Kaninchenblutproben liegen 
hierzu bisher keine Studien vor.  
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IV. DISKUSSION 
Der Methodenvergleich zwischen der manuellen Retikulozytenzählung und der 
automatischen Retikulozytenzählung mit dem Advia 2120i (Siemens Healthcare 
GmbH, Erlangen, Deutschland) zeigt in dieser Studie eine gute bis mäßige 
Korrelation (rs = 0,72 – 0,81) für Kaninchenblut. Bisher gibt es keine weitere 
Studie, in der die Ergebnisse der manuellen Retikulozytenzählung mit den 
Ergebnissen des Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) bei Kaninchenblut verglichen wurden. DETTWEILER (2015) hat in 
ihrer Studie zwar ebenfalls Kaninchenretikulozyten manuell sowie automatisch 
ausgewertet, dabei jedoch den Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, 
Norderstedt, Deutschland) verwendet und keine Korrelation zwischen 
mikroskopischer Zählung und dem Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland 
GmbH, Norderstedt, Deutschland) berechnet. Die Referenzbereiche für die 
manuell gezählten, relativen Retikulozytenzahlen für Kaninchen sind bei 
DETTWEILER (2015) und bei KAUFHOLD und Mitarbeitern (2016) fast 
identisch. Die gute bis mäßige Korrelation zwischen der manuellen 
Retikulozytenzählung und mittels Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) ist daher plausibel. Auch WEISSERTs (2011) Studie mit 
Hunde- und Katzenblut ergab ähnliche gute Korrelationen zwischen den 
Retikulozytenzählungen mittels Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) und den manuellen Retikulozytenzählungen (Hundeblut: rs = 0,89, 
Katzenblut: rs = 0,75) (WEISSERT, 2011). BAUER und Mitarbeiter (2012) haben 
in ihrer Studie zur Retikulozytenzählung sowohl Korrelationen zwischen Advia 
2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) und Sysmex XT 
2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) errechnet, als 
auch jeweils zwischen Analysegerät und manueller Zählung. Zwischen den 
Analysegeräten zeigt sich dabei für Hundeblut eine sehr gute (r = 0,93) und für 
Katzenblut eine mäßige (r = 0,70) Korrelation bei der Retikulozytenzählung. Die 
Korrelationen zwischen den Retikulozytenzählungen der jeweiligen 
automatischen Analysegeräten und den manuellen Zählungen waren jedoch für 
beide Tierarten schlecht (siehe Tab.6). Die bereits zuvor beschriebenen guten 
Studienergebnisse von WEISSERT (2011) ließen anderes vermuten. Ursachen für 
die schlechten Korrelationen sind am wahrscheinlichsten in der mikroskopischen 
Zählung zu suchen (BAUER et al., 2012). Unzureichende Ausstrichqualität, 
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Färbeartefakte, Zelleinschlüsse, sowie eine nicht standardisierte 
Ausstrichbeurteilung können zu großen Unterschieden zwischen verschiedenen 
Untersuchern und zwischen manueller und automatischer Retikulozytenzählung 
führen (PEEBLES & HOCHBERG, 1981; KOEPKE & KOEPKE, 1986; 
SCHIMENTI et al., 1992; NEBE et al., 2010).  
MATHERS und Mitarbeiter (2008) verglichen in ihrer Studie die Ergebnisse der 
Retikulozytenzählung des Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, 
Norderstedt, Deutschland) mit denen des Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) nicht nur für Hundeblut, sondern auch für Ratten- und 
Mäuseblut. Ratten und Mäuse zählen, wie das Kaninchen, zum humoralen 
Reifungstyp und haben damit in der Regel vergleichbar hohe Retikulozytenzahlen 
im Blut (WIEMER, 1986). Während die Korrelation für die Retikulozytenzählung 
zwischen ADVIA 120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) und 
Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) für 
Hundeblut (r = 0,95) sehr gut ausfielen, war die Korrelation bei Ratten- (r = 0,78) 
und Mäuseblut (r = 0,76) nur mäßig (MATHERS et al., 2008). Bei dem Vergleich 
der Retikulozytenzählungen der beiden Geräte stellten sie zudem fest, dass der 
Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) bei 
allen drei Tierarten höhere Retikulozytenzahlen misst, als der Advia 120 (Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland). Als mögliche Ursache für die höhere 
Retikulozytenzahl nannten sie den Nachweis und die Einberechnung unreifer, 
RNS-reicher, juveniler Retikulozyten durch den Sysmex XT 2000iV (Sysmex 
Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland). Diese wurden vermutlich 
erkannt, weil der Sysmex (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, 
Deutschland) bei der Retikulozytenmessung die Zellen für alle Tierarten in vier, 
statt wie der Advia (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) nur in 
drei Gruppen einteilt (MATHERS et al., 2008). In der vorliegenden Studie finden 
sich ebenfalls Hinweise, die diese Vermutung bestärken. Neben den 
Retikulozytenzahlen der manuellen Zählung der Reifungsstadien I – IV wurden 
auch die Zahlen der Reifungsstadien II – IV zusammengefasst und mit den Advia-
Ergebnissen verglichen. Dabei ergab der Methodenvergleich für die 
Retikulozytenzählung des Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) und der manuell gezählte Retikulozytenzahlen der Gruppen II – IV 
(Slope B = 0,99) das beste Ergebnis. Bei dem Vergleich der Gesamtzahlen der 
Reifungsstadien I – IV und II – IV zeigte sich ein höchst signifikanter Unterschied 
IV. DISKUSSION  39 
(p = 0,001) zwischen den beiden Gesamtgruppen. Dieser Unterschied lässt sich 
auf Grund der hohen Retikulozytenzahlen in Gruppe I (22,3 %) erklären. Es ist 
daher wahrscheinlich, dass der Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) die jungen Retikulozyten der Gruppe I, wie von 
MATHERS und Mitarbeitern (2008) vermutet, tatsächlich nicht miterfasst. Für 
die Retikulozytenzählung ist dies jedoch klinisch relevant, da für Laborwerte nur 
Abweichungen bis ± 10 % vom Ausgangswert toleriert werden dürfen 
(HEDBERG & LETHO, 2009). Da in der vorliegenden Studie schon über zehn 
Prozent der Retikulozyten beim Kaninchen im physiologischen, gesunden 
Zustand der Gruppe I angehören, muss angenommen werden, dass im Rahmen 
von erhöhter Regeneration und damit vermehrtem Auftreten von Retikulozyten 
der Gruppe I, auch der Messfehler zunimmt.  
Die Messergebnisse der beiden Methoden weisen in dieser Studie einen negativ 
proportionalen Fehler auf, was den oben geäußerten Verdacht bestätigt. Die 
manuell ermittelten Retikulozytenzahlen liegen, wie zuvor bereits beschrieben, 
oberhalb der des Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland). Diese Diskrepanz nahm mit steigenden Retikulozytenzahlen weiter 
zu. Ähnliche Ergebnisse zeigt eine frühere Studie mit dem Advia 120 (Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) mit Hunde- und Katzenblut 
(WEISSERT, 2011). Dabei trat bei der Auswertung der relativen und absoluten 
Retikulozytenzahlen bei Katzenblut ebenfalls ein geringer negativ proportionaler 
Fehler zwischen den Ergebnissen des Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) und denen des Lasercytes (Idexx, Ludwigsburg, 
Deutschland) auf. Bei Hunde- und Katzenblut werden die Retikulozytenzahlen bei 
hohen Zellzahlen auch vom Lasercyte (Idexx, Ludwigsburg, Deutschland) 
unterschätzt (WEISSERT, 2011). 
Die größere Abweichung der Messergebnisse zwischen dem Advia 2120i 
(Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) und der manuellen Zählung 
bei steigenden Retikulozytenzahlen lässt sich in dieser Studie damit begründen, 
dass sich im Rahmen von Retikulozytosen das Retikulozytenreifegradverhältnis 
von Gruppe IV in Richtung Gruppe I und II verschiebt (GILMER & KOEPKE, 
1976). Retikulozytosen können laut GÜSSOW (2017) physiologische und 
pathologische Ursachen haben. Jedoch kommt es bei vermehrter Erythropoese 
immer zu einer Verschiebung der Retikulozytenstufen in Richtung juveniler 
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Retikulozyten und damit zu der Umverteilung der Reifungsgrade (HEILMEYER, 
1931). 
Um zufällige Ergebnisse ausschließen zu können und die Reproduzierbarkeit 
der Ergebnisse zu überprüfen, wurde in dieser Studie für beide Methoden 
zusätzlich der Variationskoeffizient (CV) der Messergebnisse bestimmt (JENSEN 
& KJELGAARD-HANSEN, 2006). Wie vorgegeben wurden manuell mindestens 
2000 Erythrozyten pro Blutprobe zur Retikulozytenbestimmung ausgezählt 
(NCCLS, 2004). Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der relativen und 
absoluten Retikulozytenzählungen mittels Advia 2120i (Siemens Healthcare 
GmbH, Erlangen, Deutschland) ist in dieser Studie gut (EDTA: relative 
Retikulozytenzahl CV = 4,2 %, absolute Retikulozytenzahl CV = 5,6 %; Li-
Heparin: relative Retikulozytenzahl CV = 3,6 %, absolute Retikulozytenzahl CV 
= 3,8 %). 
Verschiedene Dissertationen der Justus-Liebig-Universität Gießen haben sich 
ebenfalls mit diesem Thema befasst. Dabei wurde die Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse des Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) 
und des Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, 
Deutschland) für die Retikulozytenzählung bei Blutproben von Hunden, Katzen, 
Rindern, Schweinen und Schafen bewertet (HOLSTEG, 2002; DURA, 2005; 
MEYER, 2005; DUNKER, 2010; WEISSERT, 2011). Diese Studien arbeiteten 
jedoch, im Gegensatz zu der vorliegenden Kaninchenstudie, mit dem 
Vorgängermodell Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland).  
WEISSERT (2011) ermittelte für den Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) eine mäßige Reproduzierbarkeit für die relativen (CV = 
10,3 %) und absoluten (CV = 9,9 %) Retikulozytenzahlen in Hundeblut. Eine 
ebenfalls mäßige Reproduzierbarkeit (CV = 9,4 – 12,1 %) stellte MEYER (2005) 
für die Retikulozytenzählung mittels Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) in Katzenblut und DURA (2005) in Schweineblut (CV = 
9,8 %) fest. HOLSTEG (2002) ermittelte für Rinderblutproben eine schlechte 
Reproduzierbarkeit der Retikulozytenzählung (CV = 37,9 – 61,2 %). Ursache für 
die starke Streuung der Messergebnisse könnten in diesem Fall, wie von 
WIEMER (1986) und HOLSTEG (2002) beschrieben, die allgemein sehr 
niedrigen Retikulozytenzahlen bei Rindern sein. DUNKER (2010) erzielte mit 
dem Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) 
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bei Hundeblut eine gute Reproduzierbarkeit (CV = 7,7 – 7,8 %). Damit ergeben 
sich, im Gegensatz zu dieser Studie mit guter Reproduzierbarkeit, für die 
Retikulozytenzählungen bei den meisten Tierarten, mit Ausnahme von Rindern, 
und abhängig vom Analysegerät insgesamt ähnlich mäßige Reproduzierbarkeiten. 
Der Gerätehersteller SIEMENS HEALTH CARE DIAGNOSTICS (2010) gibt für 
den Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) für die 
relativen und absoluten Retikulozytenzahlen einen CV von 13,3 % an. Damit 
weisen sowohl diese Studie, als auch die anderen genannten Studien sogar eine 
geringere Streuung, als vom Hersteller angeben, auf. Die neueren Geräte Advia 
2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) und Sysmex XT 
2000iV (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) weisen, wie 
weiter vorne beschrieben, zudem Werte mit geringerer Streuung auf, als das ältere 
Model Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland). 
Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der manuellen Retikulozytenzählung fiel 
in dieser Studie deutlich schlechter aus, als die des Advia 2120i (Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) (EDTA: relative Retikulozytenzahl 
CV = 17,1 %, absolute Retikulozytenzahl CV = 17,2 %; Li-Heparin: relative 
Retikulozytenzahl CV = 16,7 %, absolute Retikulozytenzahl CV = 18,2 %). Diese 
Ergebnisse decken sich mit einer früheren Studie von GILMER und KOEPKE 
(1976), die bei der manuellen Retikulozytenzählung je nach Untersucher 
Variationskoeffizienten von 15 bis 40 Prozent ermittelten. Auch SAVAGE und 
Mitarbeiter (1985) errechneten in ihrer Studie eine schlechte Reproduzierbarkeit 
der Ergebnisse der manuellen Retikulozytenzählung (CV = 20 – 50 %) bei 
Menschenblut. Eine ähnliche hohe Streuung der Ergebnisse bei Menschenblut 
(CV = 8,3 – 44,2 %) erhielten auch FERGUSON und Mitarbeiter (1990).  
Da in der vorliegenden Studie kein zweites Analysegerät zur Verfügung stand, 
wurde die manuelle Zählung hier, wie in den Richtlinien des ICSH vorgeschlagen, 
als Standardmethode für den Vergleich mit dem Advia 2120i (Siemens Healthcare 
GmbH, Erlangen, Deutschland) verwendet (NCCLS, 2004). Um den Richtlinien 
des ICSH zu entsprechen und einen möglichsten genauen Standard zu 
gewährleisten, wurden die Proben doppelt ausgezählt (2000 Erythrozyten) und der 
Durchschnitt beider Zählungen als Vergleichswert verwendet.  
PEEBLES und Mitarbeiter (1981) sowie NEBE und Mitarbeiter (2010) geben in 
ihrer Studie den Mensch als größte Fehlerquelle der manuellen 
IV. DISKUSSION  42 
Zelldifferenzierung an. Schon bei der manuellen Probenverarbeitung können 
Fehler auftreten. Ungenügendes Mischen der Probe, Färbefehler und schlechte 
Ausstrichqualität können die anschließende Zählung bereits von vornherein 
negativ beeinflussen (NCCLS, 2004; NEBE et al., 2010). Die Genauigkeit der 
manuellen Zählung selbst hängt ebenfalls vor allem vom Zählpersonal ab 
(KOEPKE & KOEPKE, 1986; NEBE et al., 2010). PEEBLES und Mitarbeiter 
(1981) stellten in ihrer Studie große Unterschiede zwischen den Untersuchern 
fest. Dazu ließen sie sieben Personen über fünf Wochen jeweils die gleichen 
Blutausstriche bewerten. Als Hauptfehlerquelle erkannten sie die individuellen 
Zählkriterien der einzelnen Untersucher. Vor allem Retikulozyten mit nur 
einzelnen Granula wurden unterschiedlich bewertet (PEEBLES et al., 1981). 
Auch SAVAGE und Mitarbeiter (1985) geben an, dass die Einteilung der 
Retikulozyten eine wesentliche Rolle bei der Zählung spielt und eine der 
Hauptfehlerquellen bei der korrekten Zuordnung der Retikulozyten ist. Die 
Fehlerquote kann bei nicht konsequent angewandter Einteilung der 
Retikulozytenmorphologie bis zu 30 % erreichen (SAVAGE et al., 1985). Laut 
PEEBLES und Mitarbeitern (1981) ist die größte Variation der Ergebnisse dabei 
auf Retikulozyten der Gruppe IV zurückzuführen. Häufig war bei diesen Zellen 
unklar, bis wann sie noch zu den Retikulozyten gehören oder schon zu 
Erythrozyten gezählt werden (PEEBLES et al., 1981). Zu diesem Ergebnis kamen 
auch HEILMEYER und WESTHÄUSER (1932) und GILMER und KOEPKE 
(1976). Aus diesem Grund modifizieren und spezifizierten GILMER und 
KOEPKE (1976) die Gruppe IV. Zu den Retikulozyten sollten bei der 
mikroskopischen Zählung nur noch Zellen mit mindestens zwei Granula gezählt 
werden, die ohne große Justierung des Okulars zu sehen waren. Alle anderen 
Zellen sollten als Erythrozyten gezählt werden (GILMER & KOEPKE, 1976). 
In der vorliegenden Studie wurden die Kaninchenretikulozyten von Beginn an von 
nur einer Person konsequent in Gruppen nach HEILMEYER (1931), modifiziert 
nach GILMER und KOEPKE (1976), eingeteilt und nach diesem Schema gezählt 
(Tab. 3, Abb. 1). Der große Unterschied zwischen den Ergebnissen der 
Retikulozytenzählungen der manuellen Zählung und der des Advia kann u. a. 
damit begründet werden, dass trotz der korrekten Retikulozyteneinteilung und 
Doppelzählung nur 2000 Erythrozyten ausgezählt wurden, während der Advia 
2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) bei jeder 
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Probenanalyse circa 50.000 Erythrozyten auswertet und so wesentlich genauer 
sein kann. Zudem wurden die Blutproben für die Auswertung der 
Reproduzierbarkeit fünfmal am Advia gemessen aber manuell nur zweimal 
ausgezählt, was wiederum die Reproduzierbarkeit der Retikulozytenzahlen am 
Advia (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) verbessert. Auffällig 
war außerdem, dass der CV in der vorliegenden Studie zunahm, je weniger 
Retikulozytengruppen (Gruppe I, II, III, IV) bei der manuellen Zählung 
zusammengefasst wurden. Auch die jeweiligen einzelnen Gruppen wiesen einen 
hohen CV auf. Dies kann mit der von MIALE (1977) beschriebenen 
unterschiedlichen zahlenmäßigen Zusammensetzung der verschiedenen 
Retikulozytengruppen I bis IV im Blutausstrich erklärt werden. Er stellte in seiner 
Studie beim Mensch eine zufällige Verteilung der Retikulozyten zwischen den 
Erythrozyten im Ausstrich fest. Das bedeutet, dass die Gesamtzahl bei jeder 
Auswertung nur gering variiert, die Zusammensetzung der einzelnen Gruppen 
jedoch jedes Mal unterschiedlich ausfallen kann (MIALE, 1977). Aus diesem 
Grund ist die Reproduzierbarkeit aller Retikulozytengruppen (I – IV) 
zusammengefasst in der vorliegenden Studie besser, als die für jede Gruppe allein. 
 
Laut ICSH können sowohl EDTA als auch Li-Heparin als Antikoagulantia für 
Blutproben verwendet werden (NCCLS, 2004). Ihre hemmende Wirkung auf die 
Blutgerinnung ist jedoch unterschiedlich. EDTA bindet Kalzium-Ionen, die zur 
Aktivierung der Faktoren II, VII, IX und X notwendig sind (HORN et al., 2005, 
KASPERS & GÖBEL, 2010). Das Li-Heparin hingegen verhindert die 
Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin, in dem es an das Antithrombin III bindet 
(HORN et al., 2005). Das ICSH empfiehlt zur Messung der Retikulozytenzahlen 
mit EDTA antikoaguliertes Blut zu verwenden, da für Li-Heparin hierzu noch 
keine ausreichenden Studien vorliegen (NCCLS, 2004). In einigen Studien mit 
Rinder-, Katzen-, Hunde- und Schweineblut wurde bereits EDTA mit Li-Heparin 
verglichen und dabei eine vermehrte Bildung von Aggregaten bei mit Li-Heparin 
antikoaguliertem Blut festgestellt (HOLSTEG, 2002; DURA, 2005; MEYER, 
2005; BAUER et al., 2012). HOLSTEG (2002) kam zu dem Fazit, dass Li-
Heparin bei Verwendung des Advia 120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) deshalb als Antikoagulantium für Rinderblut nicht geeignet ist. Bei 
direktem Vergleich der relativen und absoluten Retikulozytenzahlen konnte 
jedoch in keiner der oben genannten Studien ein signifikanter Unterschied 
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zwischen den beiden Antikoagulantia aufgezeigt werden (HOLSTEG, 2002; 
DURA, 2005; MEYER, 2005; BAUER et al., 2012). Nur bei der Messung von 
humanen Retikulozyten stellten NEBE und Mitarbeiter (2010) einen signifikanten 
Unterschied zwischen EDTA- und Li-Heparinblut fest. Unter Einfluss von Li-
Heparin waren die Retikulozytenzahlen signifikant höher als in EDTA-Blutproben 
(NEBE et al., 2010). Sie kamen zu der Erkenntnis, dass mit Li-Heparin 
antikoaguliertes Blut durch Aggregationen der Erythrozyten und Thrombozyten 
zu falsch hohen Retikulozytenzahlen führen kann (NEBE et al., 2010). Gleiches 
bestätigten auch SAKOGUCHI und Mitarbeiter (2014). Sie untersuchten den 
Einfluss von Li-Heparin auf die Thrombozytenmessung bei Menschenblut und 
stellten fest, dass sich mehr Thrombozytenaggregate bildeten, wenn Li-Heparin 
verwendet wurde, als bei der Verwendung von EDTA (SAKOGUCHI et al., 
2014). Zusätzlich konnten sie beweisen, dass die Menge an Aggregaten zunahm, 
wenn die Li-Heparin-Blutprobe längere Zeit der Luft ausgesetzt war. Wurde die 
Li-Heparin-Blutprobe vor der Analyse aber in der Spritze ohne Luftzufuhr 
belassen, traten weniger Aggregate auf. Bei mit EDTA antikoaguliertem Blut 
beschrieben sie dies nicht (SAKOGUCHI et al., 2014).
In der vorliegenden Studie war die Retikulozytenzahl in den Kaninchenblutproben 
bei Verwendung von Li-Heparin als Antikoagulantium ebenfalls signifikant höher 
als bei Verwendung von EDTA. Eine vermehrte Aggregation von Erythrozyten 
und Thrombozyten ist auch hier eine mögliche Ursache für die höheren 
Retikulozytenzahlen. Da die Blutröhrchen meist mit frei hineintropfenden Blut 
befüllt wurden, könnten sich die Aggregate, wie von SAKOGUCHI und 
Mitarbeitern (2014) beschrieben, auch vermehrt auf Grund des langen 
Luftkontakts gebildet haben. Der Unterschied zwischen den Retikulozytenzahlen 
aus den EDTA- und den Li-Heparinblutproben ist in dieser Studie zwar 
signifikant, jedoch weichen die Zahlen beim Vergleich der absoluten 
Retikulozytenzahlen weniger als zehn Prozent voneinander ab. Laut HEDBERG 
und LETHO (2009) hat nur eine Abweichung von mehr als zehn Prozent auch 
tatsächlich klinische Relevanz. Abgesehen davon, dass die Retikulozytenzahlen 
bei mit Li-Heparin stabilisierten Blutproben also leicht höher ausfallen können, ist 
Li-Heparin also ebenfalls als Antikoagulantium für die Retikulozytenmessung von 
Kaninchenblutproben geeignet. Zur Blutentnahme sollten bei Verwendung von 
Li-Heparin-Röhrchen, wenn möglich, Vacutainer verwendet werden, um den 
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Kontakt mit Luft zu minimieren. Steht EDTA-Blut zur Verfügung, sollte dieses 
vorrangig zur Retikulozytenanalyse verwendet werden. 
Der Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) eignet sich 
somit für die Retikulozytenzählung auch bei Kaninchenblut. Allerdings sollte, im 
Hinblick auf die steigende Diskrepanz der Ergebnisse zwischen Advia (Siemens 
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) und Handzählung, bei hohen 
Retikulozytenzahlen eine manuelle Kontrolle und eine Beurteilung der 
Reifungsstadien in Erwägung gezogen werden. 
 
Als Limitation dieser Studie müssen verschiedene Punkte berücksichtigt 
werden. So wäre z. B. ein Vergleich mit einem zusätzlichen Analysegerät 
wünschenswert gewesen. In dieser Studie wurden die Ergebnisse der manuellen 
Retikulozytenzählung nur mit denen des Advia 2120i (Siemens Healthcare 
GmbH, Erlangen, Deutschland) verglichen. Laut ICSH ist die manuelle Zählung 
zwar als Goldstandard geeignet, sie kann jedoch durch viele Faktoren, wie 
Proben-, Ausstrich- und Färbequalität sowie den Untersucher selbst, beeinflusst 
werden (NCCLS, 2004). 
Des Weiteren wäre eine Berücksichtigung von Normoblasten in dieser Studie gut 
gewesen. Die Ergebnisse der manuellen Zählungen (I – IV) wichen vor allem auf 
Grund der Einbeziehung der juvenilen Retikulozyten der Gruppe I von den 
Ergebnissen des Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) ab. Möglicherweise wurden die Gruppe-I-Retikulozyten auf Grund 
der hohen RNS-Konzentration und –dichte vom Gerät zu den Normoblasten und 
nicht zu den Retikulozyten gezählt. Eine zusätzliche Zählung der Normoblasten 
wäre also hilfreich für die Interpretation gewesen.
Bei dem Vergleich der Antikoagulantia wäre eine größere Probenzahl 
wünschenswert gewesen. In dieser Studie konnten nur neun Blutproben 
verglichen werden, da nach den anderen Analysen für den Vergleich nur noch 
diese Probenpaare (sowohl EDTA- und Li-Heparinblut pro Tier) mit ausreichend 
Probenvolumen zur Verfügung standen. Bei dem Vergleich der Antikoagulantia 
könnte bei mehr Probenvolumen zudem ein zusätzlicher Vergleich von manueller 
und automatischer Thrombozytenzählung stattfinden, um das Auftreten von 
Aggregaten in den jeweiligen Antikoagulantia zu dokumentieren. Weiterhin 
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wünschenswert wäre ein Vergleich von Blutproben mit unterschiedlichen 
Antikoagulantien, gewonnen durch verschiedene Entnahmetechniken (Tropfen, 
Vacutainer, Aspiration mit aufgesetzter Spritze), um zu sehen, ob sich unter 
möglichst wenig Luftkontakt tatsächlich weniger Thrombozytenaggregate bilden 
und sich dadurch die Ergebnisse der automatischen Retikulozytenmessung 
ändern. 
Da nicht alle Proben vom Studienleiter selbst entnommen und verarbeitet wurden 
und somit hier das präanalytische Handling unbekannt war, wäre es bei einer 
erneuten Studie zudem sinnvoll, nur Proben zu verwenden, die unter 
standardisierten Bedingungen entnommen und verarbeitet werden, um 
präanalytische Fehler im Vorfeld ausschließen zu können.
 
Der Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) ist für die 
Retikulozytenzählung bei Kaninchen geeignet. Im Vergleich mit der manuellen 
Zählung sind die Messergebnisse des Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) allerdings im Mittel zumeist niedriger. Dies ist vor allem 
bei sehr hohen Retikulozytenzahlen in Gruppe I zu beobachten. Soll die 
Regeneration bei einer Anämie beurteilt werden, ist deshalb, gerade bei hohen 
Retikulozytenzahlen, eine mikroskopische Kontrolle der Messergebnisse zu 
empfehlen. Li-Heparin kann zwar als Antikoagulantium auch für Kaninchenblut 
verwendet werden, besser geeignet ist aber das auch vom ICSH empfohlene 
EDTA zur Stabilisierung der Proben.  
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V. ZUSAMMENFASSUNG 
Die Retikulozytenzählung dient der Beurteilung der erythropoetischen Leistung 
des Knochenmarkes und der Einteilung von Anämien. Während dieses Verfahren 
in der Humanmedizin regelmäßig genutzt wird, steht es in der Tiermedizin als 
Standardverfahren bisher nur für Hunde und Katzen zur Verfügung. Für 
Kaninchen gibt es bisher nur wenige Studien darüber, ob auch bei dieser Tierart 
zur Retikulozytenzählung auf vollautomatische Blutanalysegeräte zurückgegriffen 
werden kann. Der Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, 
Deutschland) wurde bisher in keiner dieser Studien verwendet. Von Juni 2013 bis 
Dezember 2014 wurden deshalb Blutproben von 331 Kaninchen gesammelt 
(Methodenvergleich n = 298, Reproduzierbarkeit n = 33, 
Antikoagulantiavergleich n = 9) und die Retikulozytenzahlen sowohl 
mikroskopisch manuell als auch mit dem Advia 2120i (Siemens Healthcare 
GmbH, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Der Methodenvergleich wurde nach 
Bland-Altman und Passing-Bablok durchgeführt.  
Die manuell gezählten Retikulozyten wurden in Gruppe I – IV nach 
HEILMEYER (1931), modifiziert nach GILMER und KOEPKE (1976) eingeteilt. 
Hierbei zeigt der Methodenvergleich eine gute Korrelation (rs = 0,81) zwischen 
manueller Retikulozytenzählung (Gruppe I – IV) und den Analyseergebnissen des 
Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland). Die 
Reproduzierbarkeit der Advia-Ergebnisse waren für die relativen (EDTA: CV = 
4,24 %; Li-Heparin: CV = 3,63 %) und absoluten Retikulozytenzahlen (EDTA: 
CV = 5,64 %; Li-Heparin: CV = 3,81 %) sehr gut. Beim Antikoagulantiavergleich 
waren die absoluten (p = 0,009) und relativen Retikulozytenzahlen (p = 0,016) in 
Li-Heparin-stabilisierten Blutproben signifikant höher als in Proben vom gleichen 
Tier, die mit EDTA stabilisiert wurden. Die Abweichung war jedoch unter 10 % 
und ist somit nicht klinisch relevant. 
Der Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) ist für die 
Retikulozytenzählung beim Kaninchen geeignet. Im Vergleich mit der manuellen 
Zählung sind die Messergebnisse des Advia 2120i (Siemens Healthcare GmbH, 
Erlangen, Deutschland) im Mittel aber zumeist niedriger. Dies ist vor allem dann 
zu beobachten, wenn in der Probe sehr viele junge Retikulozyten der Gruppe I zu 
finden waren. Eine mikroskopische Kontrolle der Advia-Messergebnisse ist 
deshalb gerade bei hohen Retikulozytenzahlen zu empfehlen, um Anämien besser 
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beurteilen zu können. Li-Heparin kann auch bei Kaninchen als Antikoagulantium 
verwendet werden, vorzuziehen ist aber das von dem ICSH empfohlene EDTA, 
da es zu weniger Agglutinationen und Mikrogerinnseln führt. 
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Reticulocyte numbers are important to estimate the erythropoietic activity of the 
bone marrow and thus for classification of anemia. While this method is 
commonly used in human medicine, it is just used regularly for cats and dogs in 
veterinary medicine. Yet, there are only few studies considering the applicability 
of rabbit blood in fully automated blood analyzers. The Advia 2010i was not part 
of any of these studies yet. Therefore, blood samples of 331 rabbits (method 
comparison n = 298, reproducibility n = 33, comparison of anticoagulants n = 9) 
were collected between June 2013 and December 2014 and reticulocyte numbers 
were counted manually and with the Advia 2120i. Method comparison was 
evaluated statistically with Bland-Altman and Passing-Bablok. Manually counted 
reticulocytes were classified in group I – IV by HEILMEYER (1931), modified 
by GILMER and KOEPKE (1976). Correlation was good (rs = 0.81) between 
Advia 2120i measurements and manually counted reticulocytes (group I – IV). 
Reproducibility of the Advia results were excellent for the relative (EDTA: CV = 
4.24 %; Li-heparin: CV = 3.63 %) and the absolute reticulocyte numbers (EDTA: 
CV = 5.64 %; Li-heparin: CV = 3.81 %). When anticoagulants were compared, 
absolute (p = 0.009) and relative (p = 0.016) reticulocyte numbers were significant 
higher in Li-heparin stabilized blood than in EDTA stabilized blood samples. 
However, the deviation was less than 10 % and therefore not clinically relevant. 
The Advia 2120i is suitable for the measurement of rabbit reticulocytes. In 
comparison with the manual reticulocyte counting, the results of the Advia 2120i 
were most of the time lower than the results of the manual reticulocyte count. 
These findings especially occurred, when high numbers of juvenile reticulocytes 
(group I) were present in the blood sample. Thus, a microscopic control of the 
measured Advia 2120i results is recommended for anemia classification, when 
marked numbers of reticulocytes occur. Li-heparin stabilized blood can be used 
for reticulocyte counting in rabbits, but preferably EDTA should be used, which is 
also recommended by the ICSH due to less clotting and aggregation. 
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